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 ホスホイノシチ ド3一キナーゼ (PI3K) は, ホスファチジルイノシトールをはじめとするイノ
 シトールリ ン脂質のイノシトール環の第3位をリ ン酸化する酵素であり, 細胞の増殖やアポトー
 シスの抑制, 細胞骨格の形成, 膜輸送などに関わる細胞内情報伝達系の重要な担い手として注目
 されている。 そこで今回我々 は, 肝の増殖や高次機能に対するホスホイノシチ ド3一キナーゼの
 関与についてより詳細に分析するため, 肝特異的に発現する新規のホスホイノシチ ド3一キナー
 ゼを同定 し, その特徴, 機能の解析を行うとともに肝再生への関与について検討を加えた。
 RT-PCR 法により, ラット再生肝 cDNA ライ ブラリーか ら, 新規ホスホイノシチ ド3一キナー
 ゼ (PI3K一■γ) を同定した。 その翻訳領域は 1,505 アミノ酸をコードし, 計算上の分子量は 170,
 972 ダルト ンであっ た。 PI3K-Hγのア ミノ 酸配列 に は, lipid kinase unique domain, catalytic
 domain およびC2 domain が含まれ, 既知の class且ホスホイノシチ ド3一キナーゼ (HsC2-PI3K,
 Cpk-m/p170) と最も高い相同性を有していた。 すなわち, HsC2-PI3K, Cpk-m/p170 および
 p110αに対 し, 1ipid kinase unique domain においては, それぞれ 48%, 42%および 30%の相
 同性を, また catalytic domain においてはそれぞれ 59%, 57%および 42%の相同性を有してお
 り, さらに C2 domain においては, Hs C2-PI3K および Cpk-m/p170 に対してそれぞれ 40%お
 よび 32%の相同性を有 していた。 N 末端側に は特 に特徴のあるモチーフ は存在 しなかった。
 7週齢ラットを用いたノ ザンブロッティングでは, 肝にのみ, 約 7kb に明からなバン ドが認
 められた。 心および精巣には約 2.5kb に薄いバンドが認められたが, これらは altemative splic-
 ing 産物によるものと思われた。 脳, 肺, 脾, 腎には明らかなバンドは認められなかった。 胎生
 18 日齢ラットの肝にも mRNA の発現が認められたが, その発現量は7週齢ラットの約 1/10 で
 あった。 肝切除後の mRNA 量の変化を検索したところ, 術後3日目に明らかな発現増加が見ら
 れた。
 胎生 15及び 18 日齢ラットの全身, 生後1週および7週齢ラットの肝, 脳の切片を用いて `η
 s`惚 hybridization histochemis七ry を施行した。 いずれの時期においても肝にのみ発現のシグ
 ナルを認めた。
 PI3K-nγの epitope (FLAG)一tagged cDNA を COS-7 細胞で発現させて, ウエスタンプロッ
 トおよび免疫沈降を行ったところ, おおよそ 190kDa の高さにバンドが認められ, 可溶及び不溶
 分画の両方にほぼ同量ずつ PI3K-nγ蛋白が存在していた。 Ptdlns を用いてキナーゼ活性を解
 析したところ, [32P] Ptdlns 3-Pが産生されたが [盟P] Ptdlns 4-P は産生されず, Ptdlns 3-
 kinase 活性を有することが確認された。 Ptdlns 4-P および Ptdlns 4, 5-P2 を基質と してリン酸
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 化実験したところ, 『P] Ptdlns 3, 4-P2は産生されたが, [32P] Ptdlns 3, 4, 5-P窩 は産生さ
 れなかった。 これは既知の class■ PI3K と同じ基質特異性であった。 キナーゼ活性は, PI3K の
 特異的阻害剤として知られる wortmannin により阻害され, その IC5。 は 12nM であった。 同一
 条件下において, A431 細胞上清の PI3K 活性は, IC5。 5nM で阻害された。 また, 界面活性剤
 (0.5% Triton X-100, NP-40 あるいは CHAPS) により活性は失われ, Mg2+ の代わりに Mn2+
 を用 いた場合にも失活した。
 PI3-nγの epitope (FLAG)一tagged cDNA を COS-7 細胞にトランスフェクションし, 抗
 FLAG-tag 抗体 を用いて免疫染色した。 免疫反応物は核近傍の ゴルジ領域と思われる部位に密に
 存在 していた。 さ らに細胞膜およ び核膜にも存在が認め られた。
 今回同定 した PI3K一■γは, ホスホイノ シチ ド3一キナーゼのアイ ソザイ ムでは哺乳類で8番
 目の報告となる。 胎生期, 成獣期を通じての肝特異的な遺伝子発現は, 既知の PI3K には見られ
 ない大きな特徴であった。 これまで, PI3K の機能に関しての検討は主にクラス1の PI3K につ
 いてのものであったので, さ らなる機能を究明する上で重要なクローニングの研究になったと思




 ホスホイノシチ ド3一キナーゼ (PI3K) は, ホスファチジルイノシトール (Ptdlns) をはじめ
 とするイノシトールリ ン脂質のイノシ トール環の第3位をリン酸化する酵素であ り, 細胞の増殖
 やアポトーシスの抑制, 細胞骨格の形成, 膜輸送などに関わる細胞内情報伝達系の重要な担い手
                                『
 として注目されている。 本研究では, 肝特異的に発現する新しい PI3K の同定に成功 し, 種々の
 手法を用いてその特徴, 機能の解析を行うとともに肝再生への関与について検討を加えている。
 RT-PCR 法により, ラッ ト再生肝 cDNA ライブラ リーから新 しい PI3K (PZ3κ一 11 γ) を同定
 している。 その翻訳領域は 1,505 アミノ酸をコードし, 計算上の分子量は170,972 ダルトンであっ
 た。 P∫3κ』γ のアミノ酸配列は, 既知の classH PI3K と高い相同性を有していた。 7週齢ラッ
 トを用いたノザンブロットでは, 肝にのみ約 7kb に明らかなバン ドが認められ, 胎生 18 日齢ラッ
 トの発現量は7週齢ラットの約 1/10 であった。 肝切除後の mRNA 量は, 術後3日目に明らか
 な増加が認められた。 Zη 3Z蝕 hybridization hlstochemistry においても肝にのみ発現のシグナ
 ルを認めた。 ウエスタンブロッ トおよび免疫沈降を行ったところ, おおよそ 190kDa の高さにバ
 ン ドが認められ, 可溶及び不溶分画の両方にほぼ同量ずつ存在していた。 この酵素により
 Ptdlns 3-P およびPtdlns 3, 4-P2, は産生されたが, Ptdlns 3, 4, 5-P呂 は産生されず, 既知
 の class且PI3K と同じ基質特異性であった。 また, キナーゼ活性は PI3K の特異的阻害剤として
 知られる wortmannin, および界面活性剤, Mn2+ により阻害された。 COS-7 細胞を用いて免疫
 染色 したところ, 免疫反応物は核近傍のゴルジ領域と思われる部位に密に存在 し, さらに細胞膜
 およ び核膜にも存在が認められた。
 以上よ り, 」P/3κ一 πγ は class且に属するものと定義 し, mRNA の発現様式から成熟 した肝細
 胞で機能 している可能性が高く, また, 免疫細胞化学か ら, 細胞内局在を変化させている可能性
 があると考察 している。
 P13κ一且γ は, PI3K のアイソザイムでは哺乳類で8番目の報告であり, 肝特異的な遺伝子発
 現は, 既知の PI3K には見られない大きな特徴であった。 いずれの結果も, すでに確立された手
 法を用いて導き出されてお り, データの信頼性は高い。 主に肝における PI3K の機能を究明する
 上で重要なクローニングであり, その意味で学位論文に値する研究といえる。
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